STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Praca doktorska podsumowuje badania nad termowrazliwymi witrzykiwalnymi
ukladami  hydroZelowymi napelnionymi krotkimi elektroprzedzonymi  bioaktywnymi
nanowioknami jako potencjalnymi rusztowaniami do zastosowan w inzynierii
tkankowej/modelami do hodowli komérkowej 3D. System hydrozelowy oparty jest na dwéch
polisacharydach, skladajgcych si¢ z roztworéw metylocelulozy/agarozy (MC/AGR). MC
sieciuje fizycznie podezas ogrzewania w poblizu temperatury fizjologicznej, podezas gdy AGR
zwigksza szybkod$¢ sieciowania MC i poprawia wlasciwosci mechaniczne ukladu
hydrozelowego. Aby dodatkowo zapewni¢ wioknista strukture nasladujaca macierz
zewngtrzkomorkowa (ECM), mozliwo§¢ wstrzykiwania, jak i nada¢ wlasciwoscei
biochemiczne, do systemu hydrozelowego dodano krotkie bioaktywne elektroprzedzone
nanowlokna skladajace si¢ z kwasu poli-L-mlekowego (PLLA) i lamininy. Réznicowa
kalorymetria skaningowa (DSC) i dynamiczna analiza mechaniczna (DMA) dostarczyly
informacji na temat mechanizmu fizycznego sieciowania MC, ktéry niewatpliwie ma kluczowe
znaczenie z punktu widzenia badan podstawowych. Obie metody badawcze wykazaly, ze
dodanie AGR zwigksza szybkos$¢ sieciowania MC. Dodatek AGR poprawia réwniez
wiasciwosci lepkosprezyste MC, tj. koncows wartos¢ G’. Ponadto badania biologiczne
wykazaly, ze udzial AGR zwigksza odpowiedZ komdrkowa in vitro i potwierdzily nietoksyczne
dziatanie ukfadu MC/AGR. Optymalizacja stezenia i stosunku miedzy MC i AGR umozliwila
wybor dwoch kompozycji materialowych, ktore wykazywaly szybkos$é sieciowania,
whasciwodei lepkosprezyste i strukture odpowiednig dla najlepszego wsparcia adhezji,
proliferacji 1 réznicowania komorek.

Nanowlokna PLLA/laminina otrzymano za pomoca elektroprzgdzenia, a fragmentacje
wiokien przeprowadzono z wykorzystaniem ultradzwickéw. Wiasciwosei biochemiczne
krotkich wlokien uzyskano dzigki przylaczeniu lamininy do widkien PLLA poprzez fizyczng
adsorpej¢. Elektroprzedzone widkna poddano badaniom morfologii, a proces wytwarzania
krotkich wldkien zostal zbadany i zoptymalizowany pod katem zastosowania réznych
parametré6w ultradzwigkow, mediéw sonikacyjnych i czasu trwania procesu. Optymalizacja
procesu wytwarzania widkien krotkich pozwolita na dobér odpowiedniego medium
sonikacyjnego oraz odpowiedniego czasu fragmentacji. Chromatografia zelowa (GPC)
wykazala, ze elektroprzedzenie i fragmentacja ultradzwigkowa nie powodujg degradacji masy
czgsteczkowe] polimeréw, podezas gdy wyniki szerokokatnego rozpraszania promieni
rentgenowskich (WAXS) wykazaly, ze proces ultradzwickdw wplywa na krystaliczno$é PLLA.
Morfologia otrzymanych krotkich widkien PLLA scharakteryzowana zostala za pomoca
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM), a srednia dhugos¢ widkien miescila si¢ w
zakresie 40-60 pm,

Krotkie widkna PLLA zostaly poddane funkcjonalizacji lamining, tj. natywnym
biatkiem ECM, poprzez adsorpcje fizyczng. Pomiary kata zwilzania (WCA) i oznaczenie
kwasu bicynchonionowego wykazaly, ze najwigksza ilos¢ bialka zostala wlgczona do krotkich
wiokien PLLA, ktore wczesniej traktowano etanolem.



Finalny uklad hydrozelowy MC/AGR wypelniony krotkimi wioknami PLLA/lamininy
scharakteryzowano pod wzgledem lepkosci, zdolnosci do wstrzykiwania, morfologii i
morfologii komérkowej fibroblastow 1.929 oraz komorek glejaka LN-18 i WG-4. Badania
lepkosci wykazaly rozrzedzenie $cinaniem ukladéw MC/AGR, ktdre zwigksza sie ze stopniem
usieciowania. Wigkszg lepko$¢ zaobserwowano rowniez po dodaniu do hydrozelu wldkien
krotkich. Pomiary wstrzykiwalnosci wskazuja, ze w zaleznosci od szybkoscei iniekcji hydrozele
napelniane krotkimi wioknami mogg byé wstrzykiwane za pomoca igly o rozmiarze 23G.
Zdjecia SEM potwierdzily, ze morfologia ukladu nasladuje natywng ECM. Wynik ten jest
zgodny z badaniami biologicznymi, ktore wykazaly, ze krétkie wldkna PLILA/laminina
zwigkszaja interakcje komorka-hydrozel, na co wskazuje szybki wzrost i proliferacje
fibroblastow i komorek glejaka WG4,

Badania przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej wykazaly, Zze otrzymany hydrozel

kompozytowy jest bardzo obiecujagcym uktadem jako rusztowanie lub tréjwymiarowy model
hodowli komérkowej z perspektywy inzynierii tkankowe;j.



STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

The following thesis summarizes the studies on thermosensitive injectable hydrogel
systems loaded with short electrospun bioactive nanofibers as scaffold for tissue engineering
applications/3D cell culture model. The hydrogel system is based on two polysaccharides,
consisting of methylcellulose/agarose (MC/AGR) in aqueous solution. The MC crosslinks
physically while heating near the physiological temperature, while AGR increases the MC
thermal crosslinking rate and mechanical properties of the hydrogel system. In order to provide
both, the extracellular matrix (ECM)-mimicking fibrous structure, injectability and biochemical
cues, short bioactive electrospun poly-L-lactic acid (PLLA)/laminin nanofibers were added to
the hydrogel system. Differential scanning calorimetry (DSC) and dynamic mechanical analysis
(DMA) provided information on the MC physical crosslinking mechanism which is,
undoubtedly, crucial for fundamental knowledge. Additionally, both of these methods showed
that AGR addition increases the MC crosslinking rate. Addition of AGR also improves MC
viscoelastic properties, i.e., the final G’ value. Moreover, biological studies revealed AGR
contribution in an increased in vitro cellular response and confirmed its non-toxic effect.
Optimizing the concentration and ratio between MC and AGR enabled the selection of two
compositions that showed the crosslinking rate, viscoelastic properties, and structure adequate
for the best support for cell adhesion, proliferation, and differentiation.

PLLA/laminin nanofibers were obtained via electrospinning, and fibres fragmentation

took place via ultrasonication. Biochemical cues of short fibres were acquired due to laminin
incorporation via physical adsorption. In this part, not only obtained fibres were investigated
but also the short fibres fabrication process was optimised and thoroughly investigated in terms
of applying different ultrasonication parameters, sonication media and duration of the process.
Optimising the short fibres fabrication process allowed the selection of an adequate sonication
medium and the relevant fragmentation time. A gel permeation chromatography (GPC)
demonstrated that electrospinning and ultrasonic fragmentation do not cause polymers’
molecular weight degradation, while wide-angle x-ray scattering (WAXS) results showed the
ultrasonication process could influence PLLA crystallinity. The obtained short PLLA fibres
morphology was characterised via Scanning Electron Microscopy (SEM) and the fibers’
average length was in the range of 40-60 um.
The short PLLA fibers were functionalized with laminin - native ECM protein - via physical
adsorption. Water contact angle (WCA) measurements and bicinchoninic acid assay showed
that the greatest amount of the protein was incorporated into the PLLA short fibers that had
previously been treated with ethanol.

The ultimate MC/AGR hydrogel loaded with short PLLA/laminin fibers was
characterized in terms of viscosity, injection ability, morphology and the cellular morphology
of L929 fibroblasts, LN-18, and WG-4 glioma cells. The viscosity tests indicated the shear-
thinning character of the MC/AGR systems, which increases its tendency with the thermal
crosslinking of the hydrogels. Higher viscosity was also observed after short fibers addition to
the hydrogel. The injection ability measurements of dynamic glide forces and maximum forces
indicate that, depending on the injection rate, hydrogels loaded with short fibers could be
injectable via 23G needle. Morphology of the system mimics the native ECM. This result is
consistent with the biological studies, which showed that short PLLA/laminin fibers increase
the cells-hydrogel interactions, indicated by fast growth and proliferation of fibroblasts and
WG4 glioma cells.

The results of the study provide indications that the obtained composite hydrogel is a
very promising system as a scaffold or a 3D cell culture model from the perspective of tissue

engineering.






